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ACTUALIZACION DEL INFORME DEL GTM' SOBRE PRUEBAS
DE DIAGNOSTICO DE COVID-19

Fecha: 12 enero 2021

Este informe comprende una breve actualizacion y revision de los diferentes
sistemas y métodos de diagndstico disponibles actualmente para la infeccion
COVID-19, causada por el coronavirus SARS-CoV-2. Los métodos de deteccion
se clasifican en dos estrategias directas y una estrategia indirecta, todas ellas
bien diferenciadas y cada una con sus ventajas y limitaciones. El alto nivel de
transmision del virus SARS-CoV-2 ha demostrado la importancia de disponer de
pruebas diagndésticas rapidas, sensibles y especificas que puedan identificar
a las personas infectadas, asi como a aquellas que ya han sufrido la infeccion y
han generado proteccion inmunitaria.

Actualmente las pruebas diagndsticas que existen se basan en la deteccion de:
1.- Material génico del virus
2.- Antigenos virales
3.- Anticuerpos generados frente al virus

Las técnicas PCR y las de deteccion de material génico y antigenos virales,
respectivamente, estan muy bien establecidas, presentan una gran especificidad
y sensibilidad, y permiten saber si hay presencia de estos elementos del virus en
un momento concreto, aunque no indican en qué momento de la infeccion nos
hallamos. Por otro lado, la generacion de anticuerpos por parte del sistema
inmunitario es una respuesta conocida que sigue una secuencia temporal y
ayuda a identificar el momento del proceso infeccioso en que se encuentra el
paciente. También, permite la identificacion de individuos que han sido huésped
del virus, inclusive cuando estos han sido asintomaticos durante la infeccion.

LEl Grupo de Trabajo Multidisciplinar (GTM) asesora y apoya al Ministerio de Ciencia e Innovacién en
materias cientificas relacionadas con el COVID-19 y sus consecuencias futuras. El GTM estd compuesto
por: José M. Ordovas (Presidente), Mariano Esteban, Rocio Garcia-Retamero, Beatriz Gonzalez Lépez-
Valcarcel, Alfonso Gordaliza, Marco Inzitari, Pedro Jordano, Itziar de Lecuona, Laura M. Lechuga, Ramodn
Lépez de Mdntaras, José Molero, Agustin Portela, Diego Puga, José Javier Ramasco, Francisco Sanchez-
Madrid y Alfonso Valencia. Enric Banda actia como observador, y Maria Sol Serrano Alonso como
secretaria. Todos los componentes del GTM colaboran de forma desinteresada con el Ministerio de
Ciencia e Innovacién. En este informe ha colaborado de forma desinteresada los Dres. Africa
Gonzalez Fernandez, Marcos Lopez Hoyos, Maria del Carmen Martin Alonso, Jordi Cano Ochando y Estanislao
Nistal Villar (miembros de la Sociedad Espafiola de Inmunologia)
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1.- DETECCION DEL MATERIAL GENICO DEL VIRUS POR TECNICAS
MOLECULARES

1.1PCR

La técnica de referencia para detectar la presencia del material génico especifico del
virus SARS-CoV-2 es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La muestra
utilizada suele ser un exudado nasofaringeo aunque también puede utilizarse saliva,
esputo, aspirado traqueal o lavado broncoalveolar.

Actualmente, la PCR es la técnica de diagnéstico mas sensible y especifica
de la que se dispone en esta pandemia
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.qov/32570045/). La PCR detecta especificamente
secuencias especificas del ARN del SARS-CoV-2, tanto genémico como en
estado replicativo, desde la fase asintomatica de la incubacion hasta varias
semanas después de la resolucion del cuadro clinico.

A pesar de su elevada sensibilidad, se han descrito porcentajes variables de
falsos negativos debidos a factores asociados con la obtencion y procesamiento
de la muestra y con la dinamica de la carga viral. En cuanto a esta ultima,
sabemos que es maxima dentro de los primeros 7 dias de la infeccion,
aunque algunas personas infectadas pueden retener material génico del virus
hasta pasadas semanas e incluso meses, especialmente en pacientes que no
resuelven el cuadro clinico. Por el contrario, la positividad que se detecta tras la
resolucion del cuadro clinico, especialmente en pacientes que desarrollan
anticuerpos IgG neutralizantes frente al virus, se suele asociar a una infectividad
minima o nula.

El porcentaje variable de falsos negativos se considera que es mayor en los
primeros 5 dias después de la infeccion (hasta de un 67%), y minimo en el dia 8
(21%), por lo que seria aconsejable que las pruebas PCR se realizaran 1-3 dias
después de la aparicién de los sintomas para asi minimizar los falsos negativos.

Ademas, en pacientes asintomaticos, deberian tenerse en cuenta los ciclos de PCR
a los cuales se considera que la muestra es infectiva. Las PCR positivas a ciclos
(Ct) mayores de 35 tras un periodo de sintomatologia leve o pasados los dias
preceptivos de cuarentena de incubacién del virus, deberian de ser considerados
despreciables en cuanto al significado clinico y los pacientes como no
infecciosos.

La dificultad de la interpretacion de los resultados en algunos casos, junto con la
complejidad de la obtencion de la muestra, la laboriosidad de la técnica en si, y
la necesidad de llevarla a cabo en laboratorios especializados por técnicos
expertos, son algunas de las limitaciones de la técnica PCR.
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Existe una RT-PCR automatizada, muy rapida (30 minutos) y en funcionamiento
como Point of Care (POC) (instrumento portatil), que utiliza el sistema Xpert Xpress
(cepheid.com). Viene en un formato que no precisa de instalaciones especializadas
ni de técnicos expertos. Esta disefiada principalmente para situaciones de
emergencia y necesidad de diagnostico urgente y ademas se podria combinar con la
deteccidon de otros virus respiratorios (para filtrar falsos positivos). Con su uso se
podria evitar la saturacion de los servicios de urgencias. Asi, se ha anunciado la
combinacion en un solo test de SARS-CoV-2, gripe A 'y B y virus respiratorio sincitial
(Xpert Xpress SARS-CoV-2/FIu/RSV). Este equipamiento es muy especifico, pero
esta disponible en la mayoria de los laboratorios de Microbiologia para pruebas
urgentes de deteccidn de otros virus y ya se esta empleando para SARS-CoV-2.

1.2 AMPLIFICACION ISOTERMICA

La amplificacion isotérmica esta basada también en técnicas moleculares y, en
comparacion con la PCR, requiere de una temperatura constante para la reaccion de
amplificacion e identificacion de un fragmento del material génico del virus. Existen
numerosas variantes de esta técnica (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32093592/).
Este test es mas rapido que la PCR (de 5 a 30 minutos). Se trata de una técnica
muy sensible que puede tener, por tanto, las mismas dificultades de interpretaciéon
que se han comentado anteriormente para la PCR.

Hay al menos cinco compaiias que comercializan esta tecnologia en forma de
técnicas de Point of Care (instrumento portatil) que incluyen hisopo y kit de extraccion
y no precisan de técnicos expertos para su realizacion e interpretacion. Una de estas
técnicas es la empleada por el modelo comercial ID now de Abbott, que es uno de
los sistemas de diagndstico basados en esta técnica mas extendidos en USA.
(https://www.globalpointofcare.abbott/es/product-details/id-now.html)

La amplificacion isotérmica basada en bucle o LAMP (del inglés, Loop-mediated
isothermal amplification) es una técnica especifica de amplificacion isotérmica casi
tan sensible como la PCR. El pasado 17 de noviembre, la FDA aprobo el primer
autotest para uso domiciliario denominado Lucira basado en esta técnica
(https://www.lucirahealth.com/), aunque todavia no esta disponible comercialmente y
se necesitara prescripcion médica para su uso.

1.3 CRISPR

Este tipo de test, basado en el sistema CRISPR, detecta el material génico del
virus mediante la hibridacién de una sonda a una region concreta del material
genético del virus. Esto permite, a su vez, la union de una enzima Cas al ADN,
que da como resultado la activacion de una sonda que emite fluorescencia tras
el procesamiento. Al depender de una actividad enzimatica, la senal es
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amplificable y acumulable, lo que permite una deteccion muy sensible del
material génico del virus sin necesidad de su procesamiento.

El test CRISPR requiere, al igual que las amplificaciones isotérmicas, de una
minima manipulacion y se espera que pueda llegar a ser un test de
autodiagnostico en fechas no muy lejanas. Al igual que las anteriores, su alta
sensibilidad puede plantear problemas diagndsticos cuando detecten positivos
en personas que ya no secretan virus infectivos.

Actualmente hay tan solo un kit aprobado que emplea esta tecnologia. (Se incluye
dentro de un listado de test aprobados; https://www.360dx.com/coronavirus-test-
tracker-launched-covid-19-tests)

e Sherlock Biosciences. Sherlock CRISPR SARS-CoV-2 kit (EUA
5/6/2020)
EUA: Emergency Use Authorization

1.4 PCR Digital

Para solventar el problema de la sensibilidad cuando las cargas virales son bajas,
diversas compafiias estan comercializando una tecnologia PCR de alta sensibilidad
denominada PCR digital (dPCR), basada en una técnica muy sofisticada que emplea
microfluidica y analisis a nivel de gota. Empresas como Gnomegen LLC,
PreciGenome LLC y Bio-Rad la comercializan.

1.5 SECUENCIACION DEL VIRUS

Otra opcién diagndstica es la secuenciacion directa del virus. Esta técnica requiere
de equipamiento mas sofisticado y se emplea fundamentalmente para identificar
mutaciones en la secuencia del SARS-CoV-2. Tiene interés para el estudio de
posibles casos de reinfecciones asi como de la evolucion de las cepas y su posible
implicacion en el desarrollo de la pandemia. Asi, puede detectar mutaciones con
repercusion clinica en términos de patogenicidad, evasion frente a los tratamientos
basados en farmacos antivirales y/o anticuerpos neutralizantes o la inmunidad
neutralizante completa frente al virus que se espera de las vacunas. Esta técnica de
secuenciacion es la que ha permitido la rapida identificacion de las mutaciones
detectadas en UKy en Sudafrica, que tienen mayor capacidad de infeccion, pero de
similar virulencia.

(Ver Tablas 1A y 1B)
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VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LAS TECNICAS MOLECULARES
Ventajas:

En general, la prueba de RT-PCR es el pilar del diagnéstico de COVID-19, debido
a su sensibilidad, especificidad y viabilidad en comparacion con el cultivo viral. Para
su interpretacion es necesario considerar el momento de la prueba de PCR en
relacion con los sintomas, el limite de deteccion del ensayo y el tipo de muestra.

Las proximas mejoras en la RT-PCR estan dirigidas a una mayor facilidad de
procesamiento, ahorro de materiales y tempos de entrega de resultados mas rapidos.
Permite el uso de pools de ARN: se ha demostrado que la sensibilidad clinica se
mantiene con pools de hasta 8 pacientes. Esta aproximacion es util en situaciones de
falta de reactivos y/o numero de muestras elevado, con el fin de reducir costes y
acelerar los procesos de cribado, especialmente en momentos de baja incidencia.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7308776/

Inconvenientes:

Toma de muestra: la toma de muestra nasofaringea con un hisopo es la
recomendada y se puede combinar con la orofaringea, para aumentar la sensibilidad.
Esta toma de muestra es molesta para los pacientes, por lo que actualmente, se han
desarrollado una prueba para la deteccion en saliva. En un estudio prospectivo, la
muestra de saliva se asocié con una sensibilidad similar a la del hisopo nasofaringeo
en la deteccion del ARN del SARS-CoV-2.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.qov/32857487/.

Temperatura de mantenimiento de la muestra: refrigerada a 4°C si se procesa antes
de 72 horas; congelada a -70°C o temperaturas mas bajas si se necesita mantener
durante mas tiempo.

Extraccion de ARN viral: Este paso es un factor limitante porque cada contenedor de
hisopo se debe inactivar (65°C, 30 minutos o con solucion inactivadora), manipulando
en campana de bioseguridad, y de forma individualizada.

2.- DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES DE CORONAVIRUS SARS-COV-2
(PRUEBAS DE ANTIGENO).

Estos test se basan en la captura de antigenos especificos del virus mediante
sus anticuerpos especificos. Los antigenos del SARS-CoV-2 son los antigenos
N, Sy el dominio RBD, siendo el antigeno N el mas abundante en el virus). La técnica
empleada para el test de antigeno suele ser lainmunocromatografia (/ateral flow).
Se trata de tiras reactivas donde se adsorben los anticuerpos especificos frente a los
antigenos. Se han comercializado diversos kits para la deteccion de antigenos del
SARS-CoV-2, la mayoria de ellos como test rapidos (resultados en 15-20 minutos)

5
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Es importante destacar que estos test solo proporcionan una respuesta si/no a la
presencia de la infeccion y no permiten conocer cual es el contenido de la carga viral
en una muestra.

Ademas de la inmunocromatografia, existen test diagndsticos para deteccion de
antigenos basados en otras tecnologias como inmunofluorescencia y biosensores
electroquimicos y opticos, y algunos de ellos requieren equipos especificos para su
medicion.

La mayoria de los test se han desarrollado para muestras nasales y orofaringeas,
pero recientemente han aparecido otros que pueden emplear saliva.

La Comisiéon Europea (CE) ha adoptado una recomendacion sobre el uso de los test
rapidos de antigenos, con una guia con fecha 18 de noviembre de 2020 en la que
indica que los test de antigeno deben estar provistos del marcado CE y presentar al
menos un 80% de sensibilidad y un 97% de especificidad.

(Ver Tabla 2)

Su sensibilidad se incrementa si se realiza en los 5 primeros dias desde el inicio
de los sintomas o dentro de 7 dias tras una exposicion confirmada con un caso
COVID-19, ya que deben ser muestras con alta carga viral para que el test de
antigeno sea capaz de detectarla. Hay pocos datos en personas asintomaticas ya
que las empresas que han desarrollado estos test no las incluyen como poblacion
diana (Figura 1).

Estos test deberian usarse para el diagnéstico rapido de la infeccion, particularmente
en circunstancias de transmision comunitaria alta. Hay que tener en cuenta que
actualmente hay numerosos test de antigenos en el mercado, pero no todos tienen
la misma sensibilidad y especificidad, por o que es necesario conseguir informacion
sobre sus validaciones antes de decantarse por unos u otros.

VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LOS TEST DE ANTIGENO

Ventajas:

1. Los test rapidos son sencillos, no requieren equipos sofisticados ni personal
muy cualificado, pero si deben ser llevados a cabo por personal entrenado.

2. Son mas rapidos y baratos que la PCR
3. Permite el aislamiento mas temprano de los casos positivos.

4. Puede permitir rapidos estudios masivos en situacion de alta prevalencia y/ de
alto riesgo (ejemplo, residencias), y repetirlos en personas con alto riesgo
potencial.

Inconvenientes:

1. La mayoria de ellos tienen una sensibilidad inferior a los test RT-PCR

2. No hay datos en personas asintomaticas
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3. La ventana de positividad es mas estrecha que la de RT-PCR (Figura 1)

4. Los resultados negativos en una poblacién con alta prevalencia de infeccion,
deberian confirmarse por RT-PCR o repetir el test de antigeno.
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Figura 1. Ventana de positividad de test rapido de antigeno para su deteccion en
saliva. https.//www.iesmedical.es/producto/test-rapido-covid-19-antigeno-saliva/

COMPARATIVA DE LOS TEST RAPIDOS PARA DETECCION DEL VIRUS

El diagndstico de infeccion por SARS-CoV-2 se realiza tipicamente utilizando RT-
PCR estandar, que requiere transporte de la muestra a un laboratorio especializado
asi como personal, equipos y materiales especializados. Debido a esta complejidad,
existe un gran interés por las pruebas moleculares y de antigeno rapidas.

Las pruebas rapidas moleculares y de antigenos difieren de las RT-PCR estandar
en varios aspectos: facilitan el acceso a las pruebas mediante ensayos en el lugar de
atencién, mejoran la eficiencia ya que reducen los pasos del proceso entre la recogida
de la muestra y los resultados y algunas también anulan la necesidad de un
laboratorio central y de equipo especializado. La muestra para las pruebas rapidas se
obtiene con un hisopo nasal, que suele ser mejor tolerado que el hisopo nasofaringeo.
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Las pruebas rapidas pueden contribuir en ultima instancia a una mejor contencién del
SARS-CoV-2 mediante una deteccion mas eficaz y el posterior aislamiento. En
consecuencia, algunos hospitales estan utilizando o considerando la posibilidad de
utilizar pruebas rapidas como parte de sus algoritmos de prueba del SARS-CoV-2.
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/resources/antigen-tests-
guidelines.html#table2

La evaluacion de las pruebas de antigeno para el diagndstico de la COVID-19
demuestran una especificidad similar a las pruebas RT-PCR estandar, pero una
sensibilidad inferior que las pruebas moleculares rapidas, que muestran una
sensibilidad similar a las pruebas RT-PCR estandar https://www.finddx.org/covid-
19/dx-data/.

Las pruebas rapidas de antigenos y moleculares pueden diferir en sus caracteristicas
de rendimiento, por lo que es dificil extrapolar la evaluacién de una prueba rapida
especifica a otras. Hasta que no se disponga de datos mas fiables sobre la utilizacion
de estas pruebas en los entornos clinicos, la RT-PCR estandar seguira siendo
probablemente la técnica mas fiable para diagnosticar la infecciéon por el SARS-
CoV-2. Sin embargo, en determinados escenarios, una prueba rapida puede ser una
prueba de deteccidn inicial razonable; entre ellos se incluyen situaciones en las que
es importante el aislamiento rapido, como en los servicios de Atencion primaria y de
urgencias o casos en los que una persona sintomatica ha tenido un contacto conocido
con alguien con COVID-19. Asi pues, no se hacen recomendaciones a favor o en
contra del uso de pruebas rapidas (es decir, tiempo de resultado < 1 hora) frente a las
pruebas estandar de ARN en individuos sintomaticos sospechosos de tener infeccion
por SARS-CoV-2. Varios ensayos clinicos en curso tienen como objetivo evaluar las
pruebas rapidas de COVID-19 (https:/clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04460690). En
el caso del kit de prueba Lucira COVID-19 All-In-One, comentado anteriormente, es
una prueba de PCR rapida que proporciona resultados en 30 minutos.

3.- DETECCION DE ANTICUERPOS FRENTE AL VIRUS

En este caso se detectan los anticuerpos o inmunoglobulinas generados frente al
virus en muestras de sangre, suero, plasma o saliva, principalmente. La sensibilidad
y especificidad de estas pruebas depende, sobre todo, de cuatro factores:

- El isotipo de anticuerpos detectado. Las pruebas pueden detectar
inmunoglobulinas totales, isotipos concretos (IgM, IgG e IgA) o sus
combinaciones (Figura 1). La sensibilidad de todos ellos es baja durante los
primeros dias de infeccion porque su generacion (seroconversion) requiere
aproximadamente una semana. Las sensibilidades optimas se encuentran en
torno a las 3-4 semanas y a partir de entonces, la cinética es altamente
variable. La IgM seria la primera en aparecer y también en decaer, aunque
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hay casos descritos en los que perdura varios meses. Esta cinética puede
complicar la interpretacion de los resultados sobre todo cuando se miden
simultaneamente dos o mas isotipos.

- Elantigeno contra el que se prueban las inmunoglobulinas. Uno de los mas
habituales es el N (nucleocapside o nucleoproteina) aunque también hay
pruebas que utilizan mezclas de varios antigenos, incluyendo el S y RBD, o
de proteinas totales del virus.

- El perfil inmune de cada individuo. El tiempo necesario para la
seroconversion, la clase de anticuerpos predominantes y el hecho de que se
mantengan o decaigan los anticuerpos, depende del estado general de salud
e inmunidad de cada persona, del curso de la enfermedad, de las posibles
comorbilidades y de los tratamientos recibidos.

- El método de deteccion:

o Los test de flujo lateral o inmunocromatografia se realizan en minutos
y requieren tan solo una gota de sangre; son solo cualitativos y no
requieren instrumental adicional.

o El ELISA es una técnica muy sensible, habitualmente estos test son
semi-cuantitativos y requieren del uso de equipos especializados e
instrumental especifico.

o Los ensayos de quimioluminiscencia (CLIA) son analogos al ELISA en
sensibilidad y requieren también de equipos especializados que
permiten ademas el procesamiento masivo de muestras.

Los ensayos basados en CLIA ofrecen mas del 98% de sensibilidad dentro de
los 11-15 dias posteriores al inicio de los sintomas, mientras que en los test
rapidos puede bajar al 53% en el caso de la IgM y al 70% en el caso de la IgG.

Otro aspecto a considerar es que los datos de sensibilidad y especificidad se
calculan en base al desempenio de los test en individuos con sintomas y PCR
confirmada y no son trasladables a estudios de cribado de seroprevalencia o
inmunizacién en los que hay gran numero de asintomaticos.

(Ver Tabla 3)

CONCLUSIONES DE LOS TEST DE ANTICUERPOS

La utilidad de los test de anticuerpos como método diagnéstico es limitada, dado
que su sensibilidad en la primera semana tras el contagio es baja, aunque pueden
utilizarse como apoyo al diagnéstico en los casos positivos. Sin embargo son
esenciales para los estudios de seroprevalencia e inmunizacion.
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Cuanto mas completo sea el repertorio de clases de anticuerpos y antigenos
testados, mas fiel sera el reflejo de la inmunidad humoral de cada persona.

Sin embargo, la ausencia o bajada de los niveles de anticuerpos no puede asimilarse
con ausencia de inmunidad, puesto que se ha podido generar memoria inmunitaria
con linfocitos T (celular) y B (humoral), que responderan mejor frente al mismo
patdgeno en futuras exposiciones.
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